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【要旨】　本研究は，実験的肺障害の際に発現する好中球の底流殺菌時における超微量発熱量から好中球機能
を評価し，急性肺障害の治療効果判定の一指標として発展させることを目的とした．薬物処理群として
Wistar系ラットをlipopolysaccaride（以下LPS）吸入群（E群），　LPS投与前にメチルプレドニゾロン（M群）
吸入，あるいは，抗エンドトキシン抗体（A群）を吸入させた群の3群に分類した．好中球はそれぞれの群
の末梢血液および気管支肺胞洗浄液（bronchial　alveolar　lavage　fluid：以下BALF）から分離した．さらに対
照群として，無処置の正常ラットの血液中好中球を分離した（N群）．好中球の貧食殺菌能は，試験管内で
latex粒子を貧食させた際に発生する好中球1×106あたりの熱量を微小熱量計で測定し評価した．　E群の血
液中の好中球熱産生量は，N群より低く，M群とA群はE群より高く，N群と同じレベルを示した．一方，
BALF中の好中球熱産生量はE群，　M群およびA群ともにN群と比較して1／2～1／3の低下が認められた．
本研究成績から，1．メチルプレドニゾロン及び抗エンドトキシン抗体の吸入は血液中の好中球熱産生能を
保持することが明らかとなった．1［．E群の好中球熱産生量は，血液中およびBALF中で有意な低下が認め
られた．皿．メチルプレドニゾロン及び抗エンドトキシン抗体の吸入は，血液中の好中球熱産生能を保持す
るが，BA：LF中では無効であることが明らかとなった．　IV．好中球の中産宇島の測定は急性肺障害時の雪輪
殺菌能の評価のみならず，治療効果判定の一指標として有用であることが示唆された．
目 的
　好中球は生体防御の重要な担い手であり生体に侵
入した異物，殊に病原微生物を貧食し，それを殺菌
消化する機能を持つ．一方，重症感染症においては，
好中球の穎粒内酵素の放出や過剰な活性酸素放出に
より臓器組織障害を引き起こすことも明らかになっ
ている1）．
　急性肺障害時の肺組織学的所見の一つとして好中
球の肺胞への浸潤がある．浸潤が強い症例ほど重症
感染症に陥っていると言われており，好中球の活性
化が生じているものと思われる．
　好中球機能を提示する貧食殺菌能を調べる方法と
して，活性酸素放出能を測定する化学発光（Chemi一
luminescence；CL）法がある．浅雄ら2）によると，
敗血症患者では健康成人と比較して全血CL値は著
明な増強を示し，しかも，分離好中球のCL値を反
映する値であった．また，好中球自体の貧豊能と殺
菌能力を示す活性酸素放出能は比例関係にあると述
べている．すなわち，好中球の貧食能値は，好中球
機能である殺菌能を反映するものと考えられる．
　本研究は，従来の貧食殺菌能測定法（CL法）の
長所を応用して，さらに熱力学的評価を基盤とした
より精度の高い好中球の貧食殺菌能測定法を見い出
し臨床応用に結びつけることを目的とした．すなわ
ち，好中球が貧食殺菌時に発生する超微量熱量を測
定する方法を用いて急性肺障害モデルラットの
BALF中の好中球の熱量と末梢血中の好中球の熱量
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を検索し，それぞれの条件の好中球の貧食殺菌能に
ついて考察をおこなった．また，薬剤の気管内投与
によって生じる熱量発生の変化を検討することから
適切なる治療指針を見いだすことを試みた．
研究材料および方法
　実験動物は10～12週令Wistar系雄ラット（Spe－
cific　Pathogen　Free）体重250～350991匹を用い
た．
　基礎実験：としてエーテル麻酔下に腹大動脈から血
液7ml採取し，分離した好中球を2×106／mlの細
胞濃度に調整し，直径0．8μmのラテックス0％～
3％を貧食させ至適濃度の比較検討を行い，以下の
実験を施行した．
　実験動物群は4群がらなり，無処置正常ラット群
（N群），エンドトキシン（LPS　B5100　mg／20　ml）
吸入群（E群），メチルプレドニゾロン（1000mg／
20ml）吸入30分後LPS吸入群（M群），抗エンド
トキシン抗体（E5；100　mg／20　ml）吸入30分後
LPS吸入群（A群）とした．
　病態モデル動物作成法として，ラットを行動観察
箱（W×L×D；35cm×30　cm×35　cm）に入れ，
Ultrasonic　Nebulizer　NE－07（オムロン社）を用い，
LPS溶解液20　mlを30分間吸入させ，急性肺障害
モデル動物を作成した．また，治療としてメチルプ
レドニゾロンおよび抗エンドトキシン抗体溶解液を
30分間吸入後LPSを同様に吸入させた．
　さらに，24時間後にラットをエーテルで麻酔し，
腹部大動脈より10m1採血した．気管支ならびに肺
を摘出し，気管支肺胞洗浄（BAL）を行った．　BAL
は16ゲージカニューレをもちいて気管から5ml
のRPMI溶液を注入したあと，カニューレにチ
ューブを接続し，気管の高さから20cm下方の位
置で回収して得た．この操作を3回繰り返した．好
中球は血液からプラズマゲル法を用い分離した3）．
細胞浮遊液は，RPMI溶液で2000　rpm　5分間の遠
心処理後にRPMI溶液を用いて2度洗浄を行った．
洗浄液はチルク液で染色し血算盤にて細胞数が2×
106／mlとなるように調節した．血液およびBALF
より採取した好中球は，トリパンブルー染色にて細
胞の大部分が生存していることを確認した．
　好中球熱産生量はHayatsu等の方法に従い微小
熱量計（ESCO　3000；電子科学社）の測定管にlatex
（直径0．8μm，soap　free　latex；積水科学）とともに細
胞浮遊液0．5mlをいれ，好中球1×106個当りの
latex貧食時熱産生量を測定した．
　本研究で使用した微小熱量計はFig．1に示す如く
熱電対を用いた熱センサー，貯熱槽と測定管よりな
る検出部，検出部を入れる恒温水槽，記録装置およ
び検体を入れた試験管を冷却水槽内にセットし自動
的に測定部に送り込むオートサンプラーからなる
（Fig．　1）．
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　　Fig．　1　Schema　of　the　assay　system　of　heat　production　（ESCO3000）．
The　detailed　explanation　of　system　is　described　in　the　“Materials　and　Methods”．
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　サンプルは熱交換器を通過する間に恒温水槽の温
度と同じ温度となるように調節した．サンプルが測
定管に入った時，熱が発生すると測定管と貯熱槽と
の問に温度差が生じ，この温度差が熱センサーによ
って検出される．本装置を使用することによりマイ
クロワット（μW）オーダーの微量な熱量が測定可
能となり，実験内誤差は10μWを超える熱量で
0．2％以下である．測定に要する時間は1回につき
約21分と短時間で，各測定における好中球死亡率
は10％以下であった．
　肺組織は10％フォルマリン溶液で48時間固定
した後，5μmのパラフィン切片を作成し，ヘマト
キシリンーエオジン染色を施した．
　実験結果の統計学的処理はone　factor　ANOVA検
定でp＜0．01を有意水準とした．
結 果
1．latex濃度と熱産生量との相関性（Fig．2）
　対照群の血液中の好中球熱産生量をlatex濃度の
変動を基準として測定を行った（Fig．2）．1×106
個の好中球に0～3％latexを貧食させ熱産生量を測
定した．熱産生量はlatex濃度の上昇に依存して増
加した．熱量の増加は，2％latex以上でプラトー
に達した．よって，1×106個の好中球の熱産生量
を測定するのに最も効果的なIatex濃度を2％（n
＝10；17．56±2．86μW）として，以下の実験を行っ
た．
2．LPS吸入による血液中の好中球熱産生量の変動
および治療効果（Fig．3）
　LPS吸入によって生じる血口中の好中球の熱産生
量（E群；n＝7）は7．94±1．73μWであった．
（Fig．3）M群（n＝7）は12．1±0．80μWであり，
A群（n＝7）は13．3±1．24μWであった．E群は
N群に対して有意に低く（p＜0．01），M群とA群
はE群と比較して有意な増加がみられたが，N群
とは有意な差は認められなかった．
3．LPS吸入によるBALF中の好中球熱望生害の
変動及び治療効果（Fig．4）
　E群及びその治療群におけるBALF中の好中球
熱産生量をFig．4に示す．図に示してはいないが，
対照群（N群）ではBALF中に好中球は全く認め
られず，熱産生は測定されなかった．
　E群のBALF中好中球の熱産生量は5．42±1．36
μWであり，M群は5．13±0．60μW，　A群は2．64±
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Fig．　2　Relation　between　heat　production　in　the　serum
neutrophiles　1　×　106，　and　concentration　of　latex．　Each　value
is　shown　as　the　mean　±　SD　（n　＝＝　70）　of　heat　production　in
the　serum　neutrophils　assessed　by　the　concentration　of　the
phagocytic　latex．
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Fig．　3　Changes　in　heat　production　in　the　serum　neu－
trophils　induced　by　LPS　with　or　without　methylpredniso－
lone　and　anti－endotoxin　antibody．　Each　result　is　shown　as
the　mean　±　SD　（n　＝31）．
N：nontreatment　group，　E：LPS　treatment　group，　M：
methylprednisolone　and　LPS　treatment　group，　A：anti－
endotoxin　antibody　and　LPS　treatment　group．　＊p　〈　O．Ol
significant　difference；　one　factor　ANOVA　test．
1．0！μWであった．BALF中の好中球は血液中の好
中球と比較して1／2～1／3の熱産生量であった．A
群は，E群およびM群の値に比し統計的に有意な
差を持って低い値であった（pく0．01）．
4．LPS吸入後の肺組織病理所見（Photo　1）
　LPS吸入後，肺動静脈周囲の浮腫，肺胞壁の細胞
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Fig．　4　Changes　in　heat　production　in　the　BALF　neu一
溜膿畿繍。器臨愚翻儲1艦
as　the　mean　±　SD　（n　＝　21）．
N：nontreatment　group，　E：LPS　treatment　group，　M：
methylprednisolone　and　LPS　treatment　group，　A：anti一
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性肥厚がみられ，肺胞毛細血管には好中球の浸潤が
認められた．M群およびA群の組織像も同様で急
性肺障害の程度は変わらなかった．
5．血液中好中球のlatex貧食像（Photo　2）
　BALF中好中球は，血液中好中球に比べて，多く
の細胞内穎粒が取り込まれていた．BALF中の細胞
数はE群，M群，　A群ともほぼ同数で，その大部
分が好中球であった．
考 察
　LPS誘発の急性肺障害モデル動物の好中球機能を
熱産生能から評価する本研究から，以下のことが明
らかとなった．1．血液中好中球の熱産生量は対照
群より有意に低い値が認められた（Fig．2）．しかし，
メチルプレドニゾロンや抗エンドトキシン抗体前処
置では熱産生量の低下は認められなかった（Fig．3）．
ll．　BALF中好中球の熱産生量は対照群より有意に
低く，しかも，薬物前処置によってもこの低下は抑
制されなかった（Fig．4）．
　本研究成績で得られた如く，好中球の中産生山の
低下は，貧食殺菌による代謝の丁丁が起こらないこ
とを示唆する．通常，好中球は貧土作用により「代
謝の爆発』と呼ばれる顕著な代謝活性が起こり，酸
素消費は数倍に増加する4）．消費された酸素の大部
鱗嵐
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Photo　1　Pathology　of　lung　after　the　inhalation　of　endo一
toxin．
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Photo　2　Phagocytosis　of　latex　by　the　serum　neutrophils．
分はSuperoxide　Anion　Intermediatorを介してH202
回転化され，殺菌作用を起こす．この際，Hexose
Monophosphate　Shuntを介するglucoseの酸化は6
～7倍に上昇し，NADH酸化が著しく増強すること
により熱産生が起こると考えられている．貧食時の
酸素消費は，約20分継続し，Hexose　Monophos－
phate　Shuntの活性は30～45分間持続するといわ
れている．一方，LPS障害で誘発され活性化された
好中球は，刺激時に脱穎粒や細胞膜上の補体受容体
が増加する．このため，細胞内ATP量を増大させ
ることなく酸素を消費する結果，熱産生量の増加は
認められなかったものと思われる．さらに，酸化的
代謝に欠陥のある好中球，たとえば，慢性肉芽腫症
（chronic　glanulomatous　disease）患者の好中球は，
貧食はするものの，殺菌能が低下し，貧食時におけ
る熱産生量の増加は認められない5）．よって，これ
らの好中球には，貧食能があっても殺菌する能力は
著明に低下していることが推察される．
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　さらに，走化性物質により間質及び肺胞腔へ移行
した活性化された好中球は，種々のメディ刀工ター，
プロテアーゼ，活性酸素を放出し，肺の組織障害を
引き起こす．このような好中球は異物を貧食殺菌す
るという本来の機工が極度に低下している状態であ
ると思われる．
　肺障害時の好中球の機能低下に関して，Martin
ら6）は，Acute　Respiratory　Distress　Syndrome（ARDS）
患者のBALF中好中球と正常ボランティアの血液
中好中球の機能を比較したところ，02一および
H202産生能ならびにStaphylococcus．aureusの殺菌
能はそれぞれ1／2に低下し，刺激物質への走化能
は1／4に低下することを見いだしている．同様に，
Griswoldら7）はエンドトキシンを持続静注したラ
ットでは，血液中及びBALF中の好中球における
粘着能および虫食能の低下を報告している．すなわ
ち，これらの結果から，好中球機能の低下は肺の易
感染性の一因となりうることが示唆される．
　ARDSの薬物療法として，ステロイド，エラスタ
ーゼ阻害薬，プロスタグランジンE1，カルシウム拮
抗薬，人工サーファクタント，ペントキシフエンな
どの有用性が指摘されている．しかしながら，特定
の治療法が確立されているわけではない8）．最近，
抗エンドトキシン抗体がARDSの発生あるいは進
行を予防しうる可能性が指摘されている9）．
　本研究は治療薬としてメチルプレドニゾロンと抗
エンドトキシン抗体の効果を熱産生の面から評価し
た．抗エンドトキシン抗体E5は，エンドトキシン
の主な生物活性を有する部位であるLipid　Aと直接
結合し，生物活性を不活化すると言われている10）．
あらかじめLPS吸入前にその局所作用を期待して
E5の投与をおこなった．しかしながら，肺組織障
害の程度はエンドトキシン単独のものと変わらなか
った（Photo　1）．この結果に対して，　A群の血液中
好中球熱産生量はE群と比し有意に高くN群の値
と変わらなかった（Fig．3）．一方，　A群のBALF中
の熱産生量は，E群およびM群と比し有意に低い
値であった．BALF中でA群が低値を示した結果は，
投与した抗体がむしろ異種抗原反応を惹起させ，肺
に浸出した好中球に貧食されたためと考えられる．
　血液中では，投与されたエンドトキシンLipid　A
は，リポポリサッカライド結合蛋白（LBP）と結合
し，この複合体が白血球，血管内皮細胞膜上の接着
因子（CD14）に結合して，その生物活性を発現す
ることが報告されている7）．E5はLipid　A－LBP複合
体の形成を抑制することにより，引き続き白血球，
血管内皮細胞の一連の活性化を抑制する結果好中球
の熱産生を復活させた可能性が考えられる11）．
　ステロイドの持つ強力な抗炎症作用12・13）を期待
したM群でも同様に，組織上の肺障害の程度はE
群と変わらなかった（Photo　1）．　BALF中の好中球
熱産生量はE群と変わらないが，血液中の熱産生
量はN群の値と同様であった（Fig．3，4）．すなわ
ち，LPS誘発肺障害時のBALF中での好中球熱産
生量の低下にステロイドの効果は認められなかった
が，血液中の好中球の機能低下に対しては明らかな
抑制効果が認められた．
　細胞の熱産生量の意義を，山村ら14＞は以下の様
に述べている．細胞が生存，増殖，分化等の機能を
発現する時，細胞活動に応じてのエネルギー供給が
あり，40％の効率で細胞活動をし60％のエネルギ
ーを熱量として環境に放出する．このことを細胞全
体として考えると環境に放出されてくる熱はエネル
ギーの供給と比例する．即ち細胞活動と比例する．
よって，放出熱量を測定することにより，細胞機能
を定量できることを証明している14）．
　これらの事実を基盤として，早津ら15）はヒト好
中球に蒸気滅菌法で死滅させた酵母を貧食させると
発熱量が増え，その量は食した酵母の量に比例する
ことから好中球の貧食殺菌能を熱量の変化として定
量している．
　本研究では，E群の血液中の好中球熱産生量は低
下した．この現象は大分子免疫複合体（抗原分子が
何分子も抗体でむすびつけられてできた集塊）のよ
うな細胞内に取り込めないものに好中球が反応した
場合，殺菌物質が細胞外に放出され，周辺の組織は
障害を受ける4＞．すなわち，活性酸素の如く生体内
解毒調節因子は異物を取り込んで殺菌するのではな
く，好中球外に放出されて役割を果たすものと思わ
れる．
　本研究は急性肺障害の発生原因の一つとしての好
中球の活性化を評価するために熱産生量の面から検
討を加えた．急性肺障害発症時に血管外へ浸出した
好中球は，熱産生量が低いことから，貧食作用はあ
るにもかかわらず，殺菌作用の低下していることが
明らかとなった．本研究成績から，好中球の熱産生
量を測定することは，好中球の機能を評価する一指
標として有用である可能性が示唆された．
（5）
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結 論
　1．エンドトキシン（LPS）吸入による急性肺障
害モデル動物を作成し，血中及びBALF中の好中
球熱産生量を測定した．エンドトキシン吸入により
血中の好中球熱産生量は減少し，BALF中の好中球
熱産生量は1atex非添加時のものと同等だった．
　II．メチルプレドニゾロンにより血中の好中球熱
産生量は改善したが，BALF中の好中球熱産生量は
改善しなかった．
　皿．抗エンドトキシン抗体により血中の好中球熱
産生量が改善したが，BALF中の好中球熱産生量は
改善しなかった．
　IV．エンドトキシン吸入による好中球の熱産生量
は血中とBALF中で異なる変化を示し，メチルプレ
ドニゾロン，抗エンドトキシン抗体投与による治療
効果も好中球熱産生量から見れば異なる反応を示し
た．
　V．好中球の熱産生は，好中球の活性化のみなら
ず立食殺菌能を評価する一指標となりうる可能性が
示唆され，ARDSで代表される急性呼吸不全の病態
解明と治療効果を判定する一一助となりうる可能性が
推測された．
　本論文の要旨は，第43回日本麻酔学会総会（1996
年，岡山）にて報告した．
　謝辞　原稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を
賜わりました東京医科大学参下学教室一一色淳教授に
厚く謝意を表します．また，終始適切なご助言を賜
わりました東海大学医学部分子生命化学教室山村雅
一教授並びに御協力いただきました教室員各位に深
く感謝いたします．
文 献
1）　Weiss　SJ　l　Tissue　destruction　by　neutrophils．　N
　Engl　J　Med　320，　365　：　1989
2）浅雄保宏：エンドトキシン家兎の好中球化学発光の
　　変動．麻酔43：18～26，1994
3）津田道雄，大久保朋一，田村まり子：ラット血液中
　　多形核白血球の分離生体防御7：150～152，1990
4）　Dechatelet　LR，　Wang　P　and　McCall　CE：Hexose
　　mononuclear　shunt　activity　and　oxygen　consump－
　　tion　during　phagocytosis．Temporal　Sequence　Proc
　　Soc　Exp　Biol　140　：　1434tv1436，　1972
5）山村雅一：細胞の熱発生と細胞機能分析．蛋白質核
　　酸酵素33：356～363，1988
6）　Martin　TR，　Pistorese　BP，　Hudson　LD，　and　Maun－
　　der　RJ　l　The　function　of　lung　and　blood　neu－
　　trophils　in　patients　with　the　adult　distress　syn－
　　drome．　Am　Rev　Respir　Dis　144　1254t－262，　1991
7）　Griswold　J，　Maier　RV　l　Neutrophil　phagocytosis
　　during　endotoxin　induced　lung　injury．　J　Surg　Res
　　44　：　417rs’424，　1988
8）広瀬隆士：ARDSの薬物療法の可能性．　Mebio　7：
　　96一一99，　1990
9）好中信之：ARD　S．救急医学17：1381～1386，1993
10）　Wood　DM，　Parent　JB，　Santoro　HG，　Lim　E，　Pruyne
　　PT，　Watkins　JM，　Spoor　E，　Reardan　DT，　Trown　W，
　　and　Conlon　PJ：Reactivity　of　monoclonal　anti－
　　body　E5　with　endotoxin　1；　Binding　to　lipid　A　and
　　rough　lipopolysaccarides．　Circ　Shock　38　1　55’一62，
　　1992
11）　Wright　SD，　Ramos　RA，　Tobias　PS，　Ulevitch　RJ，
　　Mathison　JC　：　CD14，　a　receptor　for　complexs　of
　　lipopolysaccaride　（LPS）　binding　protein．　Science
　　249　：　1431一一1433，　1990
12）大沢仲陽：NSAIDとステロイド剤の長短日本臨床
　　45　：　1109一一1114，　1987
13）　Stople　A，　Caldenhoven　E，　Raaijimakers　JAM，　Saag
　　T，　Koenderman　L：Glucocorticoid　mediated　re－
　　pression　of　intercellular　adhesion　molecule－1
　　expression　in　human　monocytic　and　bronchial
　　epithelial　cell　lines．　Am　J　Respir　Cell　Mol　Biol　8　1
　　340rv　347，　1993
14）山村雅一＝細胞が発生する熱量による細胞機能の定
　　量．生体防御4：262～264，1987
15）　Hayatu　H，　Miyamae　T，　and　Yamamura　M：Heat
　　production　as a　quantity　parameter　of　phagocyto－
　　sis．　J　lmmuno　Met　109　1　157r－160，　1988
（6）
1998年7月 熊谷：実験的急性肺障害における好中球の機能 一　533　一
Neutrophil　Function　of　Experimental　Acute　Lung　lnjury：
　　　　　　Attempt　to　Evaluation　from　Heat　Production
Nobukuni　KUMAGAI
Department　of　Anesthesiology，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　（Director：　Chief－Prof．　Atsushi　lsshiki）
　It　is　well　known　that　neutrophil　are　related　to　acute　lung　injury，　so　that　we　attempted　to　evaluate
neutrophil　function　by　measuring　minute　heat　production　generated　by　neutrophil　during　the　process
of　phagocytosis　in　experimental　acute　lung　injury．
　The　experimental　animals　（91　male　Wistar　rats）　were　devided　into　four　groups　as　follows；　1）　the
lipopolysaccaride　inhaled　rats　（endotoxin　group：　E　group）　2）　the　methylprednisolone　（M　group）
inhaled　rats　in　nebulized　solution　before　LPS　inhalation　3）　the　anti－endotoxin　antibody　（E5：　A　group）
inhaled　rats　in　nebulized　solution　before　LPS　inhalation．　ln　contrast　to　these　groups，　4）　nontreated
normal　control　（N　group）　Neutrophils　in　E，　M，　A　and　N　groups　were　separated　from　blood　and
bronchial　alveolar　lavage　fluid　（BALF），　respectively．　Neutrophil　phagocytosis　was　measured　by　heat
production　per　1　×　106　neutrophil　during　phagocytizing　latex　particles　using　micro　calorie　meter
（ESCO3000）．　Heat　production　by　blood　neutrophil　was　significantly　lower　in　the　E　group　than　in　the
N　group．　Heat　production　in　the　treatment　group　（M　and　A）　showed　a　similar　level　of　the　N　group．
Heat　production　by　BALF　neutrophil　in　E，　M，　and　A　groups，　respectively　decreased　to　1／2’vl／3　of
neutrophil　in　N　group．　Heat　production　by　blood　neutrophils　after　inhalation　of　MPL　and　E5，
respectively，　showed　a　similar　level　of　N　group，　suggesting　that　these　neutrophil　reformed　normal
phagocytosis．　This　experiment　indicated　that　neutrophil　heat　production　can　be　used　as　one　of
parameters　which　reflected　on　neutrophil　phagocytosis　in　acute　lung　injury．
〈Key　words＞　acute　lung　injury，　neutrophil　heat　production，　phagocytosis，　bronchial　alveolar　lavage
　　　　　　　　　　fluid，　lipopolysaccharide
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